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Beschreibung 

[0001] Die vorlicgende Erfindung betrifft ein Verfah- 
ren zum Abscheiden von magnetischen Mikropartikeln 
aus einer Suspension von magnetischen Mikropartikeln 
in einer Flussigkeit durch ein magnetisches Feld. 
[0002] Eine Abscheidung von magnetischen Mikrop- 
artikeln wird vor ailem fur Immunoassays und bei 
DNA-Tests eingesetzt. Eine Durchfuhrung immunologi- 
scher Rcaktioncn auf der Oberf lache beschichteter, ma- 
gnetischer Partikel ermoglicht eine einfache Trennung 
von gebundenen und freien Reaktionspartnern, da die 
magnetischen Partikel durch magnetische Krafte fest- 
gehaiten werden und die restliche Reaktionslosung ent- 
ferntwerden kann. 

[0003] Im Stand der Technik wird die Abscheidung 
von beschichteten, magnetischen Partikeln bereits fur 
die Durchfuhrung von Immunoassays genutzt. In der 
europaischen Patentanmeldung EP A 0 339 980 wird 
eine Apparatur (Figuren 1 0 und 1 1 ) beschrieben, mit der 
eine Suspension von magnetischen Mikropartikeln 
durch ein Magnetfeld getrennt und die Partikel auf ei- 
nem Spezialdraht abgeschieden werden, dersich im In- 
neren des ReaktionsgefaBes befindet. Urn die Mikrop- 
artikel von dem Draht zu losen, wird dieser Vibrationen 
ausgesetzt. Die Apparatur weist den Nachteil auf, daft 
sehr hohe Magnetfelder zur Verfugung gestellt werden 
miissen und auBerdem ein Ruttler notwendig ist. Das 
beschriebene Gerat ist nur schwer in bestehende Ge- 
ratekonzeptezu integrieren, dawederstarke Magneten, 
noch Ruttler oder die beschriebenen Spezialdrahte in 
herkommlichen Analysegeraten vorhanden sind. 
[0004] Im Stand der Technik gemaB Artikel 54(3) und 
(4) EPU sind weiterhin die Dokumente EP A 0 687 501 
und WO 95/00247 bekannt, die eine Separation von ma- 
gnetischen Mikropartikeln an derlnnenwandungvon Pi- 
petten beschreiben. 

[0005] Aufgabe der Erfindung war es, ein Verfahren 
zum Abscheiden und Waschen von magnetischen Mi- 
kopartikeln zur Verfugung zu stellen, das in bestehende 
Geratekonzepte mit geringem Aufwand integriert wer- 
den kann und fur das wenige Vorrichtungen notwendig 
sind. 

[0006] Die Aufgabe wurde durch Verfahren gemaB 
den Anspriichen 1 und 6 gelost. 
[0007] Viele immunologische Assays konnten durch 
die Einfuhrung von beschichteten magnetischen Mikro- 
partikeln vereinfacht werden. Die magnetischen Mikro- 
partikel nehmen bei diesen Prozessen die Funktion ei- 
ner Festphase ein. Der Einsatz von magnetischen Mi- 
kropartikeln ist dann vorteilhaft, wenn in dem durchzu- 
fuhrenden Test eine Trennung von gebundenen und un- 
gebundenen Reaktionspartnern notwendig ist. Da die 
Durchfuhrung immunologischer Tests mit magneti- 
schen Mikropartikeln im Stand der Technik bekannt ist 
(z. B. US 4,219,335), wird an dieser Stelle nicht naher 
auf den chemischen bzw. tmmunologischen Aspekt ein- 
gegangen. 



[0008] Unter magnetischen Mikropartikeln sollen sol- 
che Mikropartikel verstanden werden, die durch ein ma- 
gnetisches Feld angezogen werden. Die Mikropartikel 
konnen demnach selbst eine Magnetisierung besitzen. 

5 Bevorzugtsind jedoch solche Materialien, die eine mog- 
lichst kleine Remanenz aufweisen. Das Material der Mi- 
kropartikel kann ein zusammengesetztes Material sein, 
beispielsweise eine Matrix, die magnetisch anziehbare 
Teilchen enthalt. Bei dem magnetisch anziebaren Ma- 
te terial kann es sich beispielsweise urn Eisen, Eisenoxide, 
Nickel-, Kobait- oder Chromoxid handeln. Ein oder meh- 
rere Teilchen dieses Materials konnen in einer Matrix 
eingebettet sein. Die Matrix kann aus einer Vielzahl von 
Materialien, z. B. organischen oder anorganischen Po- 

15 lymeren bestehen. 

[0009] Fur die vorliegende Erfindung werden be- 
schichtete Mikropartikel eingesetzt. Die Beschichtung 
kann z. B. aus einem Polymer bestehen, das auf seiner 
Oberflache reaktive Gruppen tragt (US-4,454,234) oder 

20 mit einer biologtsch aktiven Komponente beschichtet ist 
(US-4,1 77,253, US-3,933,997). Sowohl die Herstellung 
von magnetischen Mikropartikeln als auch deren Be- 
schichtung ist im Stand der Technik hinlanglich bekannt 
(US-4,297,337, DE-A-30 14036). Mit biologisch aktiven 

25 Gruppen beschichtete Mikropartikel sind ebenfalls im 
Handel erhaltlich, z. B. von den Firmen Dynal Tech und 
Rhdne-Poulenc. Die von diesen Firmen vertriebenen 
Mikropartikel besitzen den Vorteil, daft sie eine relativ 
geringe Dichte aufweisen, so daB relativ groBe Mikrop- 

30 artikel Verwendung finden konnen. Mit zunehmender 
Dichte steigt die Sedimentationsgeschwindigkeit der 
Mikropartikel und der Durchmesser der verwendeten 
Mikropartikel muB reduziert werden, urn eine ungewotl- 
te Trennung der Suspension durch die Schwerkraft zu 

35 vermeiden. Die Beads der Firma Dynal weisen einen 
Durchmesser von 2,8 um bei einer Dichte von etwa 1 ,3 
auf. Mikropartikel der Firma Rhdne-Poulenc besitzen ei- 
nen Durchmesser von 0,5 bis 2 um bei einer Dichte von 
ebenfalls 1 ,3. Werden Beads dieser Firmen in wassri- 

40 gen Losungsmitteln suspendiert, so dauert es Stunden, 
bis eine Trennung durch Einwirkung der Schwerkraft er- 
folgt. Es konnen mit diesen Beads daher Analysepro- 
zesse durchgefuhrt werden, ohne daB zusatzliche Vor- 
richtungen zum Rtitteln oder Ultraschallvorrichtungen 

45 notwendig waren, um die Suspension stabil zu halten. 
[0010] Eine zur Durchfuhrung des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens geeignete Apparatur bei nhaltet eine Pi- 
pette, in die eine Suspension von magnetischen Mikro- 
partikeln aufgenommen werden kann. Pipetten besitzen 

50 in der Regel eine zylindrische Gestalt mit jeweils einer 
Offnung an den Stirnseiten. Es konnen auch Pipetten 
eingesetzt werden, die beispielsweise Bereiche mit 
rechteckigem Querschnitt enthalten. Entscheidend ist, 
daB der Pipetteninnenraum vom Magnetfeld durchdrun- 

55 gen werden kann, sofern ein Magnet an die AuBenwand 
der Pipette angelegt wird. Das Pipettenmaterial muB 
demnach fur magnetische Feldlinien durchlassig sein, 
wobei in der Regel Gtaser und Kunststoffe eingesetzt 



2 



3 



EP 0 691 541 B1 



4 



werden. Bevorzugt besteht die Pipette bus einem in der 
Regel zylindrischen Grundkorper, auf den eine Kunst- 
stoffspitze, genannt Tip, anfgesteckt ist. Die in die Pi- 
pette aufgenommenen Flussigkeiten befinden sich in- 
nerhalb des Tips, in dem auch die Abtrennung der ma- 
gnetischen Mikropartikel erfolgen kann. Die Verwen- 
dung von Tips bietet den Vorteil, da3 sie nach Benut- 
zung verworfen werden konnen und somit eine Reini- 
gung von evtl. zuruckgebliebenen Beads nicht notwen- 
dig ist. Der Pipetteninnenraum soiite moglichst keine Ni- 
schen oder Kanten besitzen, da dies einen quantitativen 
Aussto3 von in der Pipette niedergeschlagenen magne- 
tischen Mikropartikeln behindert. Bevorzugt werden fur 
die Pipetten Zylinder mil relativ kleinem Durchmesser, 
etwa im Bereich von wenigen Millimetern bis zu 2 cm. 
Pipetten mit tiber ihrer Lange g!eichma3igem Innen- 
durchmesser sind geeignet, vorteilhaft sind jedoch Pi- 
petten, die an einem ihrer Enden konisch verjiingtsind. 
[0011] Die Innenwandung einerverwendeten Pipette 
solfte glatt sein. Es konnen auch Pipetten eingesetzt 
werden, deren Innenwandung gleitfahig beschichtet ist, 
z. B. mit Silanen. 

[0012] Zur Fullung der Pipette mit Suspensionen und 
Losungen wird eine ihrer Offnungen mit einer Pumpe 
verbunden. Sowohl die Eiemente, um eine Ankoppe- 
lung der Pipette an die Pumpe zu erreichen, als auch 
die Pumpe als solche, sind im Stand der Technik fur 
Anaiyseautomaten bekannt. 

[0013] Als Magnet zur Abscheidung der magneti- 
schen Mikropartikel konnen sowohl elektrische als auch 
Permanentmagnete verwendet werden. Bevorzugt sind 
Permanentmagnete, da diese beim Betrieb keine War- 
me entwickeln, die eine Analyse storen konnte. Starke 
Permanentmagnete weisen einen magnetischen FluB 
auf, der hinreichend ist, um magnetische Mikropartikel 
aus einer Suspension abzuscheiden, die eine Schicht- 
dicke von bis zu wenigen Zentimetern aufweist. Die ver- 
wendeten Magnete besitzen bevorzugt die Form eines 
Stabmagneten. Es sind jedoch auch mannigfaltige an- 
dere Formgebungen moglich, wobei in der Regel die 
Form so gewahlt wird, da3 nur ein magnetischer Pol in 
die Nahe der Pipette gebracht wird. Die Flache des Ma- 
gneten, die in die Nahe der Pipette gebracht wird, soiite 
in ihremQuerschnitt nicht wesentlich kleinersein als der 
Durchmesser der Pipette. Diese Flache des Magneten 
kann planar sein, bevorzugt ist jedoch eine konkave 
Wolbung der Flache, so da3 sich der Magnet der Man- 
telflache der Pipette anpaBt. Bevorzugt ist diese konka- 
ve Flache so klein, da3 sie weniger als eine Halbseite 
der Mantelflache der Pipette umfa3t, da so im Innern 
der Pipette ein stark inhomogenes Magnetfeld erzeugt 
wird. 

[001 4] Der Magnet kann fest innerhalb der Apparatur 
positiontert werden oder aber an einer Vorrichtung be- 
festigt sein, die zu seiner Bewegung im Raum dient. Zur 
Vereinfachung der Konstruktion ist eine starre Positio- 
nierung des Magneten bevorzugt. 
[0015] Weiterhin ist eine Vorrichtung zur Bewegung 



der Pipette im Raum vorgesehen. In gangigen Analyse- 
apparaten werden bereits Pipetten verwendet, die sich 
an einem Roboterarm mit ein Oder mehrcren Freiheits- 
graden befinden. Geeignet fur die Durchfuhrung des er- 
s findungsgema3en Verfahrens sind solche Roboterar- 
me, die sich in ein oder zwei Richtungen parallel zur 
Grundfiache des Anaiyseautomaten und senkrecht da- 
zu bewegen konnen. Au3erdem geeignet sind soge- 
nannte Rz-Arme, die eine Rotationsbewegung und eine 
Bewegung senkrecht zur Grundfiache des Anaiyseau- 
tomaten durchfuhren. 

[0016] Die Vorrichtung zur Bewegung der Pipette 
dient zur Bewegung der Pipette auf den Magneten zu 
und von diesem weg. Prinzipiell ist eine Bewegung unter 
der KontroIIe von Abstandssensoren moglich. Aufgrund 
des hohen Aufwandes ist es bevorzugt, die Bewegung 
der Pipette so zu programmieren, da3 der Abstand zwi- 
schen Pipette und Magnet und auch eine spater erfol- 
gende Relativbewegung von Pipette und Magnet opti- 
mal ist. Auch eine Vorrichtung, bei der der Magnet auf 
die Pipette zubewegt wird, ist zur Durchfuhrung des er- 
findungsgema3en Verfahrens geeignet. 
[0017] Zur Abscheidung der magnetischen Mikropar- 
tikel an der Innenwandung der Pipette ist es nicht not- 
wendig, den Abstand zwischen Magnet und Pipette sehr 
exakt einzustellen. Je naher jedoch Magnet und Pipette 
gebracht werden, desto schnelier ist mit einer quantita- 
tiven Abscheidung zu rechnen. 
[0018] Die Zeit fur eine quantitative Abscheidung 
kann empirisch aufgrund der Klarung der tniben Sus- 
pension ermitte It werden. Fur eine Verwendung der Vor- 
richtung innerhalb eines Anaiyseautomaten ist es nicht 
notwendig.dieAbscheidungszeitfurjeden Vorgang neu 
zu bestimmen Es ist moglich, fur eine gegebene Vor- 
richtung eine Zeit anzugeben, in der fur aile verwende- 
ten Flussigkeiten eine vollstandige Abscheidung er- 
reicht werden kann. Fur spezielle Anwendungen ist es 
naturlich auch moglich, eine Detektierung der Abschei- 
dung vorzunehmen. Dies kann beispielsweise erfolgen, 
indem der Pipetteninhalt durchstrahlt und die hindurch- 
tretende Strahlungsmenge detektiert wird. 
[0019] Die Erfindung besteht in einem Verfahren zum 
Waschen von magnetischen Mikropartikeln mit den 
Schritten 

a) Bereitstellen einer Suspension von magneti- 
schen Mikropartikeln in einer ersten Fliissigkeit, 

b) Aufnehmen der Suspension in eine Pipette, 

c) Fuhren der Pipette an einen Magneten oderFuh- 
ren des Magneten an die Pipette, 

d) Aussto3 der ersten Fiussigkeit aus der Pipette, 

e) Aufnehmen einer zweiten Fiussigkeit in die Pi- 
pette, 

f) Aneinander Vorbeibewegen von Pipette und Ma- 
gnet, beginnend in der Nahe der Fliissigkeitsober- 
kante innerhalb der Pipette, in Richtung auf die Pi- 
pettenspitze, so da3 sich die Magnetpartike! in der 
Plpettenspitze sammeln, 
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g) AusstoBen der zweiten Flussigkeit mit den in ihr 
suspendierten Mikropartikel n aus der Pipette in ein 
AuffanggefaB. 

[0020] Das Waschen von magnetischen Mikroparti- 
keln ist innerhalb eines Analyseablaufes notwendig, 
wenn ungebundene Reaktionspartner entfernt werden 
sollen. AuBerdem hat es sich herausgestelit, daB be- 
schichtete magnetische Mikropartikel bei ihrer Lage- 
rung Teile der Beschichtung freisetzen. Zur Steigerung 
der Analysegenauigkeit hat es sich demnach als vorteil- 
haft erwiesen, die Mikropartikel direkt vor ihrer Verwen- 
dung zu waschen, um freigesetzte Teile der Beschich- 
tung zu entfernen. 

[0021] Magnetische Mikropartikel werden bereits 
vom HerstcIIerais Suspension geliefert. Diese Suspen- 
sionen besitzen die hydrodynamischen Eigenschaften 
von Fliissigkeiten und konnen demnach genauso wie 
Flussigkeilen in eine Pipette aufgezogen werden. Dies 
erfolgt, in dem die offene Pipettenspitze in die Suspen- 
sion gebracht und tiber die an der Pipette angeschlos- 
sene Pumpe der Innendruck der Pipette vermindert 
wird. Im Stand der Technik sind Vorrichtungen bekannt, 
definierte Flussigkeitsmengen zu pipettieren. Diese Ge- 
rate nennen sich Pipettoren oder Diluter. Bevorzug er- 
folgt die Pipettierung so, daB an der Pipettenspitze eine 
kleine Luftblase entsteht. Auf diese Weise kann erreicht 
werden, da3 keine Tropfchen von der Pipette abfallen. 
[0022] Die mit der Suspension gefullte Pipette wird 
zur Abscheidung der Mikropartikel an einen Magneten 
herangefiihrt oder der Magnet an die gefullte Pipette. 
Bevorzugt wird der Magnet an eine Stelle der Pipetten- 
wand gebracht, die sich wenige Millimeter unter der 
Fliissigkeitsoberflache befindet. Ist der Magnet ausrei- 
chend stark und erstreckt sich seine Oberf lache weit ge- 
nug in Richtung auf die Pipettenspitze, so genugt eine 
Positionierung, um die in der Flussigkeit suspendierten 
Mikropartikel abzuscheiden. ErfindungsgemaB wird zu- 
satzlich der Magnet entlang der PipettenauBenwand in 
Richtung auf die Pipettenspitze bewegt, um eine voll- 
standige Abscheidung zu gewahrleisten. 
[0023] Nach Abscheidung der Mikropartikel an der In- 
nenwandung der Pipette wird die von M ikropartikeln be- 
freite Flussigkeit aus der Pipette ausgesto3en. Zum Wa- 
schen wird nun eine zweite Flussigkeit in die Pipette auf- 
genommen. Dies kann geschehen, wahrend sich der 
Magnet weiterhin an der Wandung der Pipette befindet 
oder der Magnet kann zuvor von der Pipette entfernt 
worden sein. Bei der ersten Vorgehensweise werden 
die abgeschiedenen magnetischen Mikropartikel durch 
vorbeistromende Flussigkeit gewaschen, wahrend im 
zweiten Fall eine zumindest teifweise Aufwirbelung der 
Mikropartikel erfolgt. 

[0024] Sowohl bei der Flussigkeit, in der die magne- 
tischen Mikropartikel suspendiert sind, ais auch bei der 
Waschfliissigkeit kann es sich um Wasser oder ein in- 
ertes Fluid handeln. Bevorzugt enthalten die Fliissigkei- 
ten Detergenzien, da dies die Waschwirkung steigert 



Erstaunlicherweise hat sich gezeigt, da3 abgeschiede- 
ne Mikropartikel besser in Flussigkeiten mit Detergen- 
zien rcsuspendiert und mit solchen Flussigkeiten auch 
leichter voHstandig aus der Pipette ausgcstoBen wer- 
5 den konnen. 

[0025] Fur einen einfachen WaschprozeB konnen die 
Mikropartikel direkt mit der Flussigkeit ausgesto3en 
werden. 1st ein weiteres Waschen erforderlich, so kon- 
nen die Mikropartikel nach dem bereits beschriebenen 
10 Verfahren in Waschflussigkeit suspendiert und emcut 
an der Wandung niedergeschlagen werden. 
[0026] Die Effizienz eines Waschvorganges wird da- 
durch beeinfluBt, wie voHstandig die abgeschiedenen 
Mikropartikel in der Waschflussigkeit resuspendiert wer- 
15 den konnen und ob ein quantitativer AusstoB der Mikro- 
partikel aus der Pipette mogiich ist Es ist daher bevor- 
zugt, abgeschiedene Mikropartikel in der Waschfliissig- 
keit zu resuspendieren. Dies kann erfolgen, indem der 
Magnet von der Pipettenspitze entfernt wird bevor die 
Waschflussigkeit in die Pipette aufgenommen wird. Die 
durch Aufwirbelung erfolgende, teilweise Suspension 
kann unterstiitzt werden, indem der Magnet von der der 
Abscheidungsstelle entgegengesetzten Seite an die Pi- 
pette herangefiihrt wird. Auf der Wandung abgeschie- 
dene magnetische Mikropartikel werden so von der 
Wandung gelost. Der Magnet darf bei dieser Vorge- 
hensweise nicht zu lange von der entgegengesetzten 
Seite einwirken, da sonst eine erneute Abscheidung der 
magnetischen Mikropartikel erfolgt Anstatt den Magne- 
ten von der entgegengesetzten Seite an die Pipette her- 
anzufuhren, ist es ebenfalls mogiich, die Pipette als sol- 
che um ihre Langsachse zu drehen. Zur Resuspension 
abgeschiedener magnetischer Mikropartikel ist es 
ebenfalls mogiich, einen mechanischen Riittler oder ei- 
ne Ultraschallvorrichtung zu installieren. Die beschrie- 
benen Verfahren zur Resuspension konnen auch ange- 
wendet werden, um die Mikropartikel mit der Flussigkeit 
aus der Pipette auszustoBen. ErfindungsgemaB wird ei- 
ne Entfernung der Mikropartikel aus der Pipette jedoch 
dadurch erreicht, daB die Mikropartikel an einer Wan- 
dung der Pipette abgeschieden und durch Relativbewe- 
gung von Pipette und Magnet in der Pipettenspitze ge- 
sammelt werden. Hierzu wird die Pipette in ihrer Langs- 
richtung von der Oberkante der Flussigkeit bis zu ihrer 
Spitze am Magneten vorbeibewegt. Nachfolgend wird 
die Flussigkeit aus der Pipette ausgestoBen und spult 
die in der Pipettenspitze gesammelten Mikropartikel mit. 
[0027] Zur Erfindung gehort weiterhin ein Verfahren 
zur Durchfuhrung einer Analyse mit den Schritten Be- 
reitstellung einer Suspension von magnetischen Mikro- 
partikeln in einer ersten Flussigkeit, Inkubation der Sus- 
pension mit einem Analyten, Aufnehmen des Reakti- 
onsgemisches in eine Pipette, Fiihren der Pipette an ei- 
nen Magneten oder Fiihren des Magneten an die Pipet- 
te, AusstoB der fiussigen Phase aus der Pipette, Auf- 
nehmen einer Systemfiussigkeit in die Pipette, Ancin- 
ander Vorbeibewegen von Pipette und Magnet, begin- 
nend in der Nahe der Fiiissigkeitsoberkante innerhalb 
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der Pipette, in Richtung auf die Pipettenspitze, so da3 
sich die Magnetpartikel in der Pipettespitze sammeln, 
Entfernen der Pipette vom Magneten, AusstoBen der 
Systemflussigkeit mit den Mikropartikeln in ein Auffang- 
gefaB und Bestimmung der Analytkonzentration auf- 
grund spezifischer Eigenschaften der Systemflussigkeit 
Oder der Mikropartikel. 

[0028] Die bereits beschriebenen Verfahren zur Ab- 
scheidung und Waschung von Mikropartikeln konnen in- 
nerhalb eines Analyseprozesses eingesetzt werden. 
Die magnetischen Mikropartikel werden hierzu mit ei- 
nem Anaiyten. z. B. Blut, Plasma, Serum, Speichel, Ge- 
websfiiissigkeit, Urin inkubiert. Bei der Inkubation bindet 
derzu bestimmende Inhaltsstoff des Anaiyten entweder 
direkt Oder uber einen Vermittler an die Beschichtung 
des Mikropartikels. Die moglichen Verfahren zur Durch- 
ftihrung heterogener Immunoassays und auch die Ver- 
wendung magnetischer Mikropartikel in diesen Assays 
ist im Stand derTechnik bekannt, so daB an dieser Stelle 
nicht naher darauf eingegangen wird. 
[0029] Die folgenden Schritte des Analyseverfahrens 
verlaufen analog dem Waschvorgang. Im Analysever- 
fahren wird jedoch statt einer Waschflussigkeit eine Sy- 
stemflussigkeit in die Pipette aufgenommen. Diese Sy- 
stemflussigkeit kann Wasser oder eine inerte Fiussig- 
keitsein, die Detergenzien, Reagenzien oder Hilfsstoffe 
enthalt. Nachdem die Mikropartikel mit der Systemflus- 
sigkeit aus der Pipette ausgestoBen worden sind, rea- 
giert der an den Magnetbeads gebundene Analyt mit ei- 
nem immunologisch wirksamen Reagenz. Dies kann z. 
B. ein Antikorper, der eine Markierung (z. B. ein Enzym, 
Ruthenium-Label) tragt, sein. Der Nachweis der gebun- 
denen Analytmenge erfolgt bevorzugt nach nochmali- 
gem Waschen mit den in der Immunologie ublichen 
Waschlosungen. Die Detektion des Anaiyten kann z. B. 
uber eine Farbreaktion erfolgen. Bei einem bevorzugten 
Verfahren werden die Mikropartikel in einer MeBzelle 
abgeschieden und hier ein MeBsignal (Farbbildung, 
Fluoreszenz) erzeugt. Besonders bevorzugt ist die Er- 
zeugung einer Elektrochemilumineszenzreaktion mit 
den Mikropartikeln, wie dies in der Patentanmeldung 
WO 89/10551 beschrieben ist. 

[0030] Die Erfindung wird durch die folgenden Bei- 
spiele veranschaulicht und genauer spezifiziert. 

Figur 1 : Vorrichtung zum Abscheiden von 

magnetischen Mikropartikeln 

Figur 2: Zeitlicher Verlauf der Abscheidung 

mit verschiedenen Mikropartikeln 

Figur 3: Auswirkung der Waschung von Be- 

ads auf die Empfindiichkeit eines 
Immunoassays 

Figur 4a bis 4d: Vorgehensweisen zur Waschung 
von Beads 



[0031] Rgur 1 zeigt eine zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens geeignete Vorrichtung zum 
Abscheiden und zur Waschung von magnetischen Mi- 
kropartikeln. Das Pipettenoberteil (1) ist ein zylindri- 
5 scher Metallkorper, auf den das Pipettenunterteil (2) 
aufgesteckt ist Das Pipettenunterteil (2) ist ein Kunst- 
stoff-Tip der Firma Eppendorf. Ober- und Unterteil der 
Pipette sind durch einen Kanal (3) miteinander verbun- 
den. Im Pipettenoberteil (1) ist eine Pumpenvorrichtung 

10 mit Kolben (5) und Zylinder (4) direkt integriert. Durch 
eine Bewegung des Kolbens (5) innerhalb des Zylinders 
(4) kann eine Flussigkeit (7) in das Pipettenunterteil (2) 
aufgenommen und aus diesem abgegeben werden. 
Das Pipettenoberteil (1) ist mechanisch mit einem X, Y, 

15 Z-Arm (6) eines Analyseautomaten verbunden. Die Pi- 
pette kann demnach in alien drei Raumrtchtungen be- 
wegt werden. Figur 1 zeigt ebenfalls einen Magneten 
(8), der sich in der Nahe einer AuBenwandung des Pi- 
pettenunterteiles (2) befindet Aus dem oberen Teil der 

20 Flussigkeit (7) sind durch die magnetischen Anzie- 
hungskrafte Mikropartikel (9) an der Innenwandung des 
Pipettenunterteiles (2) abgeschieden worden. 
[0032] Figur 2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Ab- 
scheidung verschiedener Mikropartikel in einer Pipette 

25 mit einem maximalen Innendurchmesservon 4 mm. Als 
Magnet wurde ein Stabmagnet mit einer magnetischen 
FluBdichte von etwa 2 Gauss verwendet. Die Flache 
des Magneten, die an die Pipette herangebracht wurde, 
hatte AusmaBe von 1 5 mm x 5 mm. Der auf der Y-Achse 

30 aufgetragene Anteil von in der Suspension verbliebe- 
nen Beads wurde bestimmt, indem der Magnet fur eine 
bestimmte, auf der X-Achse angegebenen Dauer an 
das Pipettenunterteil herangefuhrt wurde und nach die- 
ser Zeit die Suspension aus der Pipette ausgestoBen 

35 wurde. Die in der Suspension verbliebenen Beads wur- 
den aufgrund einer immunologischen Reaktion nachge- 
wiesen. 

[0033] Beads der Firma Dynal weisen einen Durch- 
messer von 2,8 u.m auf, wahrend die Mikropartikel der 

40 Firma Rhone Poulenc eine Durchmesserverteilung von 
0,5 bis 2 p,m aufweisen. Aus Figur 2 ist zu erkennen, 
daB unabhangig von der Sorte verwendeter Beads nach 
ausreichender Zeit eine annahernd quantitative Ab- 
scheidung erreicht werden konnte. Mit Beads der Firma 

45 Dynal war die Abscheidung bereits nach etwa 1 0 Se- 
kunden vollstandig. 

[0034] Figur 3 zeigt die Auswirkung von Waschschrit- 
ten auf die Empfindiichkeit eines Immunoassays. Fur 
den Versuch wurden Beads der Firma Dynal verwendet, 

50 die mit Streptavidin beschichtet sind. 

[0035] Zur Durchfuhrung des Versuch es wurden je- 
weils 50 u.l Puffer, die eine Suspension von Dynal Strep- 
tavidin Beads (600 u.g Beads/ml) enthalten, in einem 
ReaktionsgefaB vorgelegt Darauf wurden 40 u.l Hepati- 

55 tis C-Virus-Antigene f die mit Biotin gekoppelt sind, zu- 
gegeben. Das Gemisch wurde mit 10 u.l Probe von He- 
patitis OVirus-haltigem Serum mit unterschiedlichem 
IgG-Gehalt versetzt und fur 25 Minuten bei 37 °C inku- 
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biert. 

[0036] Die Beads wurden nach dem in Figur 4d be- 
schriebencn Verfahrcn gewaschen. Nach quantitativer 
Uberfuhrung der Beads in ein ReaktionsgefaB wurden 
50 u.l Puffer und polyklonale Antikorper gegen humanes 
IgG aus Schaf, markiert mit Ruthenium, zugegeben. Zur 
Bestimmung der Rutheniummarkierung wurde die Elek- 
trochemilumineszenz mit der in WO 89/1 0551 beschrie- 
benen Versuchsanordnung gemessen. 
[0037] Die Figuren 4a bis 4d zeigen mogliche Vorge- 
hensweisen zur Waschung von Beads. Zur Abtrennung 
der Beads wurde eine Pipette mit einer 100 \l\ Spitze 
verwendet. Die Pipette war test fixiert und ein starker 
Dauermagnet wurde uber eine Schiene immer in einer 
definierten Hone an die Wand der Pipettenspitze ange- 
legt. Nach einer Zeit von ca. 5 - 1 0 sec. waren die Beads 
quantitativ (>95 %) an der Wand fixiert. Der Uberstand 
wurde verworfen und die Beads konnten durch mehr- 
maiiges Pipettieren von Wasser bzw. Puffer gewaschen 
werden. Zur quantitativen Uberfuhrung der Beads in die 
ReaktionsgefaBe wurden die in den Figuren 4a bis 4d 
dargestellten Verfahren untersucht. Als besonders vor- 
teilhaft hat sich die in Figur 4d dargesteilte erfindungs- 
gemaQe Waschprozedur erwiesen. Die Beads werden 
zunachst aus der in der Pipette enthaltenen Suspension 
abgeschieden und die Flussigkeit aus der Pipette aus- 
gestoBen. Wahrend sich der Magnet an der Pipetten- 
wand befindet und somit die Beads festhalt, wird 
Waschwasser in die Pipette aufgenommen. Dieses 
Waschwasser wird aus der Pipette ausgestoBen und er- 
neut frisches Waschwasser aufgenommen. Die Pipette 
wird nun langsam nach oben bewegt, so daB die Beads 
von den Magneten in die Pipettenspitze transportiert 
werden. Im 7. Schrittwird die Flussigkeit aus der Pipette 
ausgestoBen, wobei diese die in der Pipettenspitze be- 
findlichen Beads mitreiBt. Nach diesem Schritt wird die 
Pipette mit Waschwasser nachgespiilt. 

Bezugszeichenliste 

[0038] 

1) Pipettenoberteil 

2) Pipettenunterteil 

3) Kanal 

4) Zylinder 

5) Kolben 

6) XYZ-Arm 

7) Flussigkeit 

8) Magnet 

9) Mikropartikel 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Waschen von magnetischen Mikro- 
partikeln mit den Schritten 



a) Bereitstellen einer Suspension von magne- 
tischen Mikropartikeln in einer ersten Flussig- 
keit, 

b) Aufnehmen der Suspension in eine Pipette, 
5 c) Fuhren der Pipette an einen Magneten oder 

Fuhren des Magneten an die Pipette, 

d) Aussto3 der ersten Flussigkeit aus der Pi- 
pette, 

e) Aufnehmen einer zweiten Flussigkeit in die 
10 Pipette, 

f) Aneinander Vorbeibewegen von Pipette und 
Magnet, beginnend in der Nahe der Flussig- 
keitsoberkante innerhaib der Pipette, in Rich- 
tung auf die Pipettenspitze, so da3 sich die Ma- 

'5 gnetpartikel in der Pipettenspitze sammeln, 

g) Entfernen der Pipette vom Magneten, 

h) AusstoBen der zweiten Flussigkeit mit den 
Mikropartikeln aus der Pipette in ein Auffang- 
gefaB. 

20 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem vor Schritt 
e) entweder die Pipette urn ihre Langsachse ge- 
dreht oder der Magnet von einer Vorrichtung urn die 
Langsachse der Pipette rotiert wird, um eine Resus- 

25 pension abgeschiedener Partikel zu erzielen. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem die Pipette 
aus einer Rohre besteht, auf die ein Tip aufgesteckt 
ist. 

30 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 3, bei dem die 
Abscheidung der magnetischen Mikropartikel an 
der Innenwand der Pipette detektiert wird, in dem 
der Pipetteninhalt durchstrahlt und die hindurchtre- 

35 tende Strahlungsmenge detektiert wird. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1 , bei dem die Schritte 

Aufnehmen einer Flussigkeit in die Pipette 
40 - AusstoBen der Flussigkeit aus der Pipette 

ein- oder mehrmals wiedertiolt werden, nachdem 
Schritt d) durchgefuhrt wurde. 

45 6. Verfahren zur Durchfuhrung einer Analyse mit den 
Schritten 

a) Bereitstellen einer Suspension von magne- 
tischen Mikropartikeln in einer ersten Flussig- 

so keit, 

b) Inkubation der Suspension mit einem Analy- 
ten, 

c) Aufnehmen des Reaktionsgemisches aus 
Schritt b) in eine Pipette, 

55 d) Fuhren der Pipette an einen Magneten oder 

Fuhren des Magneten an die Pipette, 

e) AusstoB derfiiissigen Phase aus der Pipette, 

f) Aufnehmen einer Systemflussigkcit in die Pi- 
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pette, 

g) Anelnander Vorbeibewegen von Pipette und 
Magnet, beginnend in dcr Nahc der Fliissig- 
keitsoberkante innerhalb der Pipette, in Rich- 
tung auf die Pipette nspitze, so daS sich die Ma- 
gnetpartikel in der Pipettenspitze sammeln, 

h) Entfernen der Pipette vom Magneten, 

i) Aussto3en der Systemfliissigkeit mit den Mi- 
kropartikeln in ein Auffanggefaft, 

j) Bestirnmung der Analytkonzentration auf- 
grund spezifischer Eigenschaften der System- 
fliissigkeit oder der Mikropartikel. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, bei dem die Bestirn- 
mung der Analytkonzentration in Schritt j) ubereine 
immunologische Reaktion miteinem markierten im- 
munologischen Reagenz erfolgt und die Markie- 
rung des immunoiogischen Reagenz nachgewie- 
sen wird. 

8. Verfahren gemaG Anspruch 1 oder 6, bei dem erste 
und/oder zweite Flussigkeit Detergenzien enthal- 
ten. 



Claims 

1 . Process for washing magnetic microparticles com- 
prising the steps 

a) preparing a suspension of magnetic micro- 
particles in a first liquid, 

b) taking up the suspension in a pipette, 

c) guiding the pipette to a magnet or guiding the 
magnet to the pipette, 

d) discharging the first liquid from the pipette, 

e) taking up a second liquid in the pipette, 

f) moving the pipette and magnet past one an- 
other starting in the vicinity of the top edge of 
the liquid inside the pipette and moving towards 
the pipette tip such that the magnetic particles 
collect in the pipette tip, 

g) removing the pipette from the magnet, 

h) discharging the second liquid containing the 
microparticles from the pipette into a collecting 
vessel. 

2. Process as claimed in claim 1 , in which before step 
e), either the pipette is rotated about its longitudinal 
axis or the magnet is rotated by a device around the 
longitudinal axis of the pipette in order to resuspend 
deposited particles. 

3. Process as claimed in claim 1 , in which the pipette 
consists of a tube on which a tip is attached. 

4. Process as claimed in claims 1 or 3, in which the 
deposition of the magnetic microparticles on the in- 



ner wall of the pipette is detected by irradiating the 
contents of the pipette and detecting the amount of 
radiation that passes through. 

s S. Process as claimed in claim 1 , in which the steps 

taking up a liquid in the pipette 
discharging the liquid from the pipette 

10 are repeated once or several times after step d) has 
been carried out. 

6. Process for carrying out an analysis comprising the 
steps 

15 

a) preparing a suspension of magnetic micro- 
particles in a first liquid, 

b) incubating the suspension with an analyte, 

c) taking up the reaction mixture from step b) in 
20 a pipette, 

d) guiding the pipette to a magnet or guiding 
the magnet to the pipette, 

e) discharging the liquid phase from the pipette, 

f) taking up a system liquid into the pipette, 

25 g) moving the pipette and magnet past one an- 

other starting in the vicinity of the top edge of 
the liquid inside the pipette and moving towards 
the pipette tip such that the magnetic particles 
collect in the pipette tip, 

30 h) removing the pipette from the magnet, 

i) discharging the system liquid containing the 
microparticles into a collecting vessel, 
j) determining the analyte concentration on the 
basis of specific properties of the system liquid 

35 or the microparticles. 

7. Process as claimed in claim 6 in which the analyte 
concentration is determined in step j) by means of 
an immunological reaction using a labelled immu- 

40 nological reagent and the label of the immunologi- 
cal reagent is detected. 

8. Process as claimed in claim 1 or 6, in which the first 
and/or second liquid contains detergents. 

45 

Revendications 

1 . Procede pour le lavage de microparticules magne- 
so tiques comprenant les etapes : 

a) preparation d'une suspension de microparti- 
cules magnetiques dans un premier liquide, 

b) prise de la suspension dans une pipette, 

55 c) amenee de la pipette a un aimant ou amenee 

de I'aimant a la pipette, 

d) ejection du premier liquide de la pipette, 

e) prise d'un deuxieme liquide dans la pipette, 
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f) emplacement alterne de la pipette et de 
l'aimant, commencant a proximity du bord su- 
pSrieur du Iiquide a Hnterieur de la pipette, en 
direction de la pointe de la pipette, de sorte que 
ies particules magnetiques s'accumulent dans 
!a pointe de la pipette, 

g) ecartement de la pipette de l'aimant, 

h) Ejection du deuxieme Iiquide contenant Ies 
microparticules de la-pipette dans un recipient 
collecteur. 

2. Procede selon la revendication 1, dans laqueile 
avant retape e) soit la pipette est tourn6e autour de 
son axe longitudinal, soit l'aimant est pivote autour 
de I'axe longitudinal de la pipette au moyen d'un dis- 
positif, afin d'obtenir une resuspension des particu- 
les s6par6es. 

3. Procede selon la revendication 1 , dans laqueile la 
pipette est composed d'un tube sur lequel une poin- 
te est emboTtee. 

4. Procede selon la revendication 1 ou 3, dans laquei- 
le la separation des microparticules magnetiques 
est detected a la paroi interieure de la pipette, par 
radiographic du contenu de la pipette et detection 
de la quantite de rayon nement penetrant dans eel- 
le-ci. 

5. Procede selon la revendication 1 , dans laqueile Ies 
etapes 

prise d'un Iiquide dans la pipette 
ejection du Iiquide de la pipette 

sont repetees a une ou plusieurs reprises apres 
avoir effectue l'6tape d). 

6. Procede de realisation d'une analyse comprenant 
Ies etapes 

a) preparation d'une suspension de microparti- 
cules magnetiques dans un premier iiquide, 

b) incubation de la suspension avec un anatyte, 

c) prise du melange de reaction de I'etape b) 
dans une pipette, 

d) amenee de la pipette a un aimant ou amenee 
de l'aimant a la pipette, 

e) ejection de la phase Iiquide de la pipette, 

f) prise d'un Iiquide systemique dans la pipette, 

g) d6placement alterne de la pipette et de 
l'aimant, commencant a proximite du bord su- 
perieur de iiquide a Hnterieur de la pipette, en 
direction de la pointe de la pipette, de sorte que 
Ies particules magnetiques s'accumulent dans 
la pointe de la pipette, 

h) ecartement de la pipette de l'aimant, 

i) ejection du Iiquide systemique contenant Ies 



microparticules dans un recipient collecteur, 
j) determination de la concentration d'analytes 
en raison des proprietes specifiques du Iiquide 
systemique ou des microparticules. 

5 

7. Procede selon la revendication 6, dans laqueile la 
determination de la concentration d'analytes a I'eta- 
pe j) s'effectue par reaction immunologique au 
moyen d'un reactif immunologique marque et le 

10 marquage du reactif immunologique est etabli. 

8. Procede selon la revendication 1 ou 6 dans laqueile 
le premier ou le second Iiquide contiennent des de- 
tergents. 

15 
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